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第 1 章	 序論 
1.1	 エピゲノムとは 











1.2	 DNA 脱メチル化と TET ファミリー遺伝子 
 DNA のメチル化は一般に，ゲノム上の主に CpG 配列におけるシトシン (C) の
第 5 位にメチル基が付加され 5-methylcytosine (5-mC) へ変換されることを指す。DNA のメ
チル化は，DNA methyltransferase (DNMT) により起こる。DNMT ファミリータンパクは
DNMT1，DNMT3a，DNMT3b の 3 種類からなる。このうち DNMT1 は有糸分裂における
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メチル化パターンを維持する機能を持ち，DNMT3a と DNMT3b は非メチル化 CpG に新た
にメチル基を付与する de novo メチル化に寄与していることが知られている[1]。 
一方，Tet methylcytosine dioxygenase (TET) ファミリータンパク質は，α-
ketoglutarate (α-KG)および Fe2+依存性に，5-methylcytosine (5-mC) を 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC) ，5-formylcytosine，5-carboxycytosine へと変換する酸化酵素
である[2-4]。TET は Ten-Eleven Translocation の略称であるが，この略称は，2003 年に
TET1 遺伝子がヒト急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia; AML) において，10 番染色
体に存在し，11 番染色体にある MLL1 遺伝子と相互転座する遺伝子として初めて報告され
た[5]ことに由来する。TET ファミリー遺伝子は 3 種類のメンバー (TET1, TET2, TET3) か
ら構成されることも分かっていたが，その機能についてはしばらく不詳のままであった。
2009 年に TET1 が 5-mC を 5-hmC に変換する酵素であることが明らかとなり[4]，また同年
に TET2 遺伝子の機能喪失型変異が骨髄系腫瘍に高頻度に認められることが相次いで報告
されたことを契機に[6, 7]，TET ファミリー遺伝子は DNA の脱メチル化，そして造血器に
おける腫瘍抑制のメカニズムを担う遺伝子として注目されることとなった。 
TET1, TET2, TET3 の C 末端側には高い相同性をもつ cysteine-rich ドメインと，
double-stranded β-helix (DSBH) ドメインが存在し，この 2 つの保存されたドメインが酵素
 -6- 
活性ドメインを形成している。TET1，TET2，TET3 はいずれも 5-mC を 5-hmC に変換する
活性を有しており[8]，5-mC を脱メチル化する役割を担っていると考えられている。N 末
端側については，TET1 と TET3 にはジンクフィンガー構造をもつ CXXC ドメインが存在
し，DNA の CpG 配列に結合する役割をもつと考えられている。TET2 は CXXC ドメイン
を欠いているが，近傍に存在する IDAX が CXXC ドメインを有しており，TET2 の酵素活
性ドメインと直接的に相互作用し DNA 脱メチル化を制御していることが報告されている
[9]。IDAX 遺伝子は元来 TET2 遺伝子内にコードされていたが，進化の過程で染色体逆位が
起こり TET2 から切り離されたものと推測されている。TET1 mRNA は embryonic stem (ES) 
細胞に特異的に高発現している。TET2 は ES 細胞や血液細胞を含む各種臓器に幅広く発現
している。TET3 は ES 細胞では発現が殆ど見られず，血液細胞，肺，膵臓に比較的高発現
している[8]。 
DNA の脱メチル化は受動的脱メチル化と能動的脱メチル化の 2 つの経路により
起こると考えられている。受動的な脱メチル化は，DNA 複製の際に，DNMT1 が 5-hmC を
認識できず，メチル化パターンが継承されないことにより起こると考えられている[10]。
能動的な脱メチル化については，TET により 5-mC から 5-hmC，5-fC，5-caC へと変換され
たシトシンが，thymine-DNA glycosylase (TDG) に認識され切断され，これにより生じたニ
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ックが塩基除去修復 (base excision repair; BER) によって未修飾のシトシンに修復されると
いう経路が報告されている[3]。 
 
1.3	 AML における遺伝子異常 
 AML は分化の障害された幼弱な骨髄系細胞のクローナルな自律性増殖により，
正常な造血が阻害されることを特徴とする造血器腫瘍である。次世代シーケンサーによる
大規模解析により，AML おける様々な遺伝子異常が明らかとなってきた。ヒト AML で変
異を認める遺伝子は，遺伝子の機能によりいくつかのカテゴリーに分類される。1) 腫瘍抑
制因子として知られる遺伝子 (TP53，WT1 など) ， 2) DNA メチル化に関わる遺伝子 
(DNMT3a，TET2，IDH1 など) ，3) シグナル伝達に関わる遺伝子 (FLT3，KIT，NRAS な
ど)，4) 骨髄系細胞分化に関わる遺伝子 (RUNX1，CEBPA など) ，5) ヒストン修飾に関わ
る遺伝子 (ASXL1, EZH2, MLL1 など) ，6) コヒーシン複合体遺伝子 (STAG1, STAG2 な
ど) ， 7) スプライシングに関わる遺伝子 (SRSF2，SF3B1 など) ， 8) その他 (NPM1 な
ど) ，といった形で分類される。各カテゴリー内での遺伝子変異の重複は稀である 




1.4	 AML と TET2 遺伝子変異 
AML を含むヒト骨髄系造血器腫瘍において，複数の症例に染色体 4q24 の欠失
が認められることが報告されたのが 2005 年である[12]。2009 年に，SNP アレイによる解
析により，4q24 には染色体欠失に加えて，片親性ダイソミー (uniparental disomy; UPD) も
認められることが明らかとなり，これらに共通して含まれる領域に存在する遺伝子として
TET2 が同定され，UPD を持つ骨髄系腫瘍の患者サンプルには TET2 の遺伝子変異が認めら
れることが報告された[7]。この報告を皮切りとして，同様の報告が相次いでなされた[6, 
13]。AML の 9.3-24%に TET2 遺伝子変異が認められる。TET2 遺伝子変異は AML 以外の骨
髄系腫瘍にも広く認められる。例えば，骨髄異形成症候群 (myelodysplasic syndrome; MDS) 
の 19-33%，慢性骨髄単球性白血病 (chronic myelomonocytic leukemia; CMML) の 22-50%，
骨髄増殖性腫瘍 (myeloproliferative neoplasms; MPN) の 12-13%に TET2 遺伝子変異が認めら
れている[6, 7, 11, 14-20]。ナンセンス変異やフレームシフト変異が TET2 の遺伝子全長にわ
たり認められ，一方ミスセンス変異は酵素活性ドメインを含む C 末端側に集中して認めら
れた[6]。これらの知見は，TET2 遺伝子変異が機能喪失型 (loss-of-function) 変異であるこ
とを示している。遺伝子変異に加えて，TET2 mRNA の発現が骨髄系腫瘍で低下してい
る，とも報告された[6, 21]。TET2 遺伝子変異をもつヒト骨髄系腫瘍由来の DNA は健常コ
ントロールと比較して 5-hmC 量が低いことから，TET2 遺伝子変異は実際に 5-mC を 5-
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hmC に変換する酵素活性の低下を来していることが示唆された[22]。また，種々の骨髄系
腫瘍で認められる isocitrate dehydrogenase (IDH1, IDH2) の遺伝子変異が，α-KG の生成低下
および α-KG のアナログである 2-hydroxyglutarate の生成をもたらし，TET2 の酵素活性を
阻害することで 5-hmC 量を減少させることが明らかとなった[18, 23, 24]。これらの知見か
ら，TET2 の 5-mC を 5-hmC へ変換する活性は骨髄系腫瘍において腫瘍抑制的に働いてい
ることが示唆された。 
 
1.5	 加齢に伴うクローン性造血と TET2 遺伝子変異 
 健常高齢者の血液でクローン造血が認められることは，1990 年代に既に知られ












1.6	 Tet2 遺伝子改変マウスの表現型 
これまで，様々な Tet2 の (コンディショナルを含む) ノックアウトマウスあるい
はノックダウンマウスが作製されている。これらのマウスに共通している表現型は造血幹
細胞における自己複製能の亢進である。そのうち，一部のノックアウトマウスは長期観察
後に骨髄系腫瘍を発生する (Table 1) [31-35]。さらに，ヒトの様々な骨髄系腫瘍で TET2 変
異と共在する遺伝子異常を Tet2 ノックアウトマウスに加えると，単独ノックアウトマウス
と比較して早期に骨髄系腫瘍を発症することが報告されている。例えば，Tet2 と Asxl1 ま
たは Ezh2 のダブルノックアウトマウスは MDS を[36, 37]，JAK2 V617F を発現させた Tet2
ノックアウトマウスは MPN を[38]，Flt3-internal tandem duplication をノックインまたは
AML1-ETO を発現させた Tet2 ノックアウトマウスは AML を[39, 40]それぞれ発症する。こ
のことは，骨髄系腫瘍の発症には TET2 の機能抑制に加えて，別の遺伝子異常が必要であ




著者 発表年 Tet2 のターゲット領域 腫瘍の表現型 
Quivoron et al.[31] 2011 Exon 11 (cKO) CMML 
Moran-Crusio et al.[32] 2011 Exon 3 (cKO) CMML 
Ko et al.[33] 2011 Exon 8-10 なし 
Li et al.[34] 2011 Exon 3 (gene trap) CMML, MDS, MPN 
Kunimoto et al.[35] 2012 Intron 2 (gene trap) なし 
Table 1. Tet2 ノックアウトマウスと腫瘍の表現型 




1.7	 血液細胞における TET1 や TET3 の役割 
 ヒト造血器腫瘍において TET1 遺伝子変異や TET3 遺伝子変異は非常に稀である
ことから[41]，血液細胞における TET1，TET3 遺伝子の役割については不明であった。し
かしながら，マウスにおいて，Tet2 をノックアウトした血液細胞の 5-hmC 量は低下する
が，ゼロにはならないことが分かっている[31, 33]。すなわち，Tet2 以外の Tet ファミリー
酵素は，少なくとも血液細胞において DNA の脱メチル化に関与していることを示してい
る。若齢マウスと高齢マウスの造血幹細胞を比較した研究では，加齢により DNA の 5-
hmC 量が減少すること，Tet1 遺伝子と Tet3 遺伝子は加齢によってその mRNA 発現量が低
下することが示された[42]。この加齢による発現の低下は，Tet2 遺伝子には認められなか
った。ヒト T 細胞を用いた解析でも，加齢による TET1 と TET3 の mRNA 発現低下と DNA
の 5-hmC 量低下を認めたと報告された[43]。TET1 については，Tet1 のノックアウトマウス
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や，Tet1/Tet2 の両欠損マウスが B 細胞腫瘍を発症することが報告された。Tet1 のノックア
ウトマウス由来の腫瘍細胞にヒト B 細胞腫瘍で認められる遺伝子変異が検出されたこと，
ヒト B 細胞腫瘍サンプルにおいて TET1 の発現低下および TET1 プロモーター領域の高メ
チル化が認められたことから，TET1 は B 細胞系腫瘍において腫瘍抑制因子として働くこ




能喪失型変異だけでなく TET3 の加齢による発現低下もまた，血液細胞における DNA メチ




 5-mC から 5-hmC への変換異常が骨髄系腫瘍の発症に関与しているかを明らかに
することにより，骨髄系腫瘍の病態解明につながることが期待される。また，新規バイオ
マーカーや新規治療薬の創薬への貢献も期待できる。そこで我々は，TET2 遺伝子の機能
喪失型変異と TET3 遺伝子の発現低下を模倣する，Tet2/Tet3 両欠損マウスを作成し研究を
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行った。Tet2/Tet3 両欠損マウスは AML を発症した。Tet2/Tet3 両欠損マウスの造血幹細胞





第 2 章	 材料と方法 
データベースを用いたヒト AML 患者検体の発現解析 
The Cancer Genome Atlas (TCGA)[11]からヒト de novo AML の RNA 発現値を取得
し，TET1，TET2 および TET3 mRNA の発現量を比較した。 
 
マウス 
Tet2-floxed (Tet2f/f)マウスは Bernard’s Lab から供与を受けた[31]。Tet3-floxed 
(Tet3f/f)マウスは理化学研究所から供与を受けた (未発表)。Tet3f/f マウスは Fe2+結合領域を
コンディショナルノックアウトの標的とし，LoxP 配列がイントロン 7 と 9 に挿入されてい
る (Fig. 1)。 
 
 
Fig. 1	 Tet2f/f および Tet3f/f マウスのコンストラクト 
Tet2f/f マウスでは LoxP 配列がイントロン 10 と 3'非翻訳領域に挿入されている (文献 19 より改変)。Tet3f/f
マウスでは LoxP 配列がイントロン 7 と 9 に挿入されている。 
 
C57BL/6J (およびその congenic ゲノムを持つ Ly5.1) マウスは日本クレア株式会
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社から購入した。Tet2f/f マウスと Tet3f/f マウスを，マウス Mx1 プロモーター制御下に Cre リ
コンビナーゼを発現するトランスジェニックマウス (Mx1-Cre+マウス; Mx) と交配し，
Mx1-Cre+Tet2f/f マウス，Mx1-Cre+Tet3f/f マウス，Mx1-Cre+Tet2f/fTet3f/f マウスを作製した。生
後 2 日の新生仔マウスに，ポリイノシン・ポリシチジン酸 (polyinosinic:polycytidylic acid, 
pIpC, Sigma)を 300 µg ずつ，1 日おきに 3 回，腹腔内投与し floxed アリルを欠失させ，
Mx1-Cre+Tet2-/- (ΔT2) マウス，Mx1-Cre+Tet3-/- (ΔT3) マウス，Mx1-Cre+Tet2-/-Tet3-/- (ΔT2T3) マ
ウスを作製した (Fig. 2)。 
 
Fig. 2	 本研究のアウトライン 
 
Tet2，Tet3，Mx1-Cre のジェノタイピングは，マウス尾 DNA を用いた polymerase 
chain reaction (PCR) 法で行った。アリル欠失の確認は，マウス末梢血白血球またはマウス




Tet2 flox F GGCAGAGGCATGTTGAATGA 
Tet2 flox R TAGACAAGCCCTGCAAGCAAA 
Tet2 del R GTGTCCCACGGTTACACACG 
Tet3 flox F CTAGCACCTCAGTCTGGGACC 
Tet3 flox R TGAGTAAGAGCAGGCAGGGAG 
Tet3 del R CAGACAGTGGCATAGCAGTGG 
Table 2 ジェノタイピング，および Tet2 と Tet3 のアリル欠失を確認するために PCR 法で用いたプライマ
ー 
ジェノタイピングは flox F と flox R を，アリル欠失の確認は flox F，flox R および del R を用いた。 
 
Tet2 および Tet3 の mRNA 定量はリアルタイム PCR 法を用いて行った。具体的
には，マウス骨髄細胞から RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて RNA を抽出し，SuperScript 
III (Invitrogen) を用いて RT-PCR を行い，Table 3 に示すプライマーまたは TaqMan プロー
ブ，FastStart SYBR Green Master (Roche) または FastStart Universal Probe Master (ROX) 
(Roche) をそれぞれ用いて，ABI 7500 Fast (Applied Biosystems)でリアルタイム PCR を行っ
た。内在性コントロールは 18S ribosomal RNA を用いた。 
 
Tet2 F CTCGAAAGCGTTCCTCTCTG 
Tet2 R CGGTTGTGCTGTCATTTGTT 
Tet3 TaqMan Mm00805754_m1 (Thermo Fisher) 
18S TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents (Thermo Fisher) 







DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen) を用いて精製した。500 ng のゲノム DNA から，SeqCap 
EZ Developer Library kit (MM9 exome, Roche NimbleGen) を用いてライブラリ作成を行っ
た。シーケンシングは Tsukuba i-Laboratory LLP に依頼し，NextSeq500 (Illumina) を用い
て，ペアエンドリード，151 bp×2 モードで行った。リード情報が含まれる FASTQ ファイ
ルを CLC Genomics Workbench (Qiagen) へインポートし，mm10 をリファレンスとしてマッ
ピングを行った。ターゲット領域の統計値計算の後，Low Frequency Variant Detection tool
を用いてバリアントコールを行った。コールされたバリアントをコントロールマウスのバ
リアントを用いてフィルタリングし，Ensembl のアノテーション情報を用いて
Nonsynonymous 変異と small InDel を検出した。検出された変異のうち，片側で 4 リード以
上，または両側で 3 リード以上読まれているものを対象とし，サンガー法 (BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Thermo Fisher Scientific) でバリデーションを行った。 
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細胞の分取 
c-Kit+Sca-1+Lineage- (KSL) 分画, common myeloid progenitor (CMP; c-Kit+Sca-1-
Lineage-CD34+FcRγ-) 分画, 及び granulocyte-macrophage progenitor (GMP; c-Kit+Sca-1-Lineage-
CD34+FcRγ+) 分画[48]を，過去に報告された方法を改変して以下の通りに分取した[49]。マ
ウス骨髄細胞をマウス大腿骨，脛骨および骨盤から採取し，allophycocyanine (APC) 結合抗
c-Kit 抗体 (2B8; eBioscience) と反応させ，洗浄した後，抗 APC 抗体結合磁気ビーズ 
(Miltenyi Biotec) と反応させた。LS カラム (Miltenyi Biotec) を用いて c-Kit 陽性細胞を濃縮
した。濃縮した c-Kit 陽性細胞を，ビオチン結合抗 CD4 抗体 (RM4-5; eBioscience)，抗
CD8 抗体 (53-6-7; eBioscience)，抗 B220 抗体 (RA3-6B2; eBioscience)，抗 Ter119 抗体 
(TER-119; eBioscience)，および抗 Gr-1 抗体 (RB6-8C5; eBioscience)と反応させ，洗浄した
後，phycoerythrin (PE) 結合抗 FcRγ抗体 (93; eBioscience)，fluorescein isothiocyanate (FITC) 
結合抗 CD34 抗体 (RAM34; eBioscience)，PE-Cyanine7 結合抗 Sca-1 抗体 (D7; 
eBioscience)，および peridinin chlorophyll protein complex (PerCP) 結合 streptavidin と反応さ





N 末端に 3xFLAG タグを挿入したヒト TET2 cDNA の酵素活性領域 (catalytic 
domain, CD) (WT-TET2CD, NM_001127208, 3310-6009 塩基) およびジオキシゲナーゼ活性を
欠失した TET2 cDNA の変異体 (Mut-TET2CD, H1302Y/D1304A)[22]，マウス Tet1-3 の酵素
活性領域 (Tet1CD, NM_001253857, 4302-6120 塩基; Tet2CD, NM_001346736, 3100-5763 塩基; 
Tet3CD, NM_001347313, 2416-5412 塩基)，をレトロウイルスベクターである
pGCDNsam/IRES-GFP[50]へそれぞれ挿入した。Codon-improved Cre (iCre) cDNA を
pGCDNsam/IRES-GFP へ挿入した。上記すべてのプラスミドは，サンガー法 (BigDye 




約 8-10 週齢の AML を発症した ΔT2T3 マウスから採取した骨髄細胞を Roswell 
Park Memorial Institute medium (RPMI)-1640 (Sigma) にウシ胎仔血清 (fetal bovine serum; 
FBS; Corning) を 10%，ペニシリン・ストレプトマイシン (PS, Wako) を 1%，マウスイン
ターロイキン-3 (mIL-3, Wako) を 10 ng/mL となるように添加したものを用い，5% CO2，
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37℃のインキュベーター内で細胞数が 1×106 /ml を超えないよう継代を繰り返し，1 ヶ月以
上培養して細胞株 (LineBM) を樹立した。 
 
細胞株およびトランスフェクション 
HEK293T 細胞の培養には，低グルコースの Dulbecco’s modified Eagles medium 
(DMEM, Sigma) に 10% FBS，1% PS を添加したものを用い，5% CO2，37℃のインキュベ
ーター内で培養した。293gp[51]および 293gpg[52]パッケージング細胞の培養には高グルコ




各々のレトロウイルスベクターを，vesicular stomatitis virus G (VSV-G) 発現プラ
スミドとともに 293gp パッケージング細胞へトランスフェクションした。Codon-improved 




4000 個のマウス KSL 細胞を α-minimum essential medium (Sigma) に 1% FBS，
0.292 g/L L-glutamine，1% PS，20 ng/mL マウス stem cell factor (SCF, Wako)，100 ng/mL マウ
ス thrombopoietin (TPO, Wako) を添加したものを用いて 24 時間培養し，レトロウイルスを
50 multiplicity of infection となるように添加し，20 µg/mL のレトロネクチン (Takara) でコ
ーティングした 96-well U 底プレートで一晩培養した。培地を StemSpan SFEM II (StemCell 
Technologies) に 20 ng/mL SCF，100 ng/mL TPO を添加したものに交換し，さらに二晩培養
した。Green fluorescent protein (GFP) 陽性分画を FACSAria II を用いて分取した。
Tet2f/fTet3f/f マウス KSL 細胞に iCre を感染させ不死化した細胞 (LineGFP) は， RPMI-1640
に 10% FBS，1% PS，10 ng/mL mIL-3 を添加したものを用いて，5% CO2，37℃のインキュ
ベーター内で培養した。 
 LineBM 細胞は WT-TET2CD または Mut-TET2CDレトロウイルスを 40 µg/mL のレ
トロネクチンでコーティングした 6-well または 24-well のプレート上で感染させた。2 日後
に GFP 陽性分画を分取し，移植実験，細胞増殖アッセイ，ウェスタンブロッティングに用





約 5 週齢の AML 未発症 ΔT2T3 マウスから分取した KSL，CMP および GMP 細
胞をそれぞれ，250，1000，1000 個ずつ，Methocult 3434 (Stem Cell Technologies) に播種し
た。6-7 日後にコロニー数を計測し，細胞を回収したのち，それぞれ 1000 個の細胞を
Methocult 3434 に播種することを繰り返した。iCre を導入した GFP 陽性のマウス KSL 細胞
については，初回は 500 個，2 回目以降は 2000 個の細胞を播種した。回収した細胞の一部




マウス骨髄細胞を採取し，1% bovine serum albumin (BSA, Sigma) 添加 phosphate 
buffered saline (PBS, 日水) に懸濁した。全骨髄細胞の移植は，Mx, ΔT2, ΔT3, ΔT2T3 マウス
いずれかのマウスから 1×106 個，野生型 Ly5.1 マウスから 2×105個の全骨髄細胞を混合し，
致死量放射線 (4.5 Gy×2 回) を照射した野生型 Ly5.1 マウスに，尾静脈ないし眼窩静脈叢
への注射で行った。HSPC 分画の移植は，約 5 週齢の AML 未発症 ΔT2T3 マウスから 1×104
個の KSL, CMP または GMP 細胞と，野生型 Ly5.1 マウスから 2×105個の全骨髄細胞を混合
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し，野生型 Ly5.1 マウスに移植した。細胞株の移植は，5×106個の LineBM 細胞または
LineGFP 細胞と野生型 Ly5.1 マウスから 2×105 個の全骨髄細胞を混合し，野生型 Ly5.1 マウ
スに移植した。実験は独立して少なくとも 2 回以上繰り返した。 
 
細胞増殖アッセイ 
LineBM 細胞を 96-well プレートに播種し，Cell Counting Kit-8 (Dojindo) を用い
て，添付のプロトコールに従い一定時間後の 450 nm 吸光度を測定し，細胞数に換算し




せ，GFP 陽性分画を FACSAria II により分取した。分取した細胞のゲノム DNA を QIAmp 
DNA Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出した。5-hmC を Global 5-hmC Quantification Kit (Active 
Motif)を用いて，添付のプロトコールに従い ELISA 法を用いて測定した。実験は独立して




細胞に氷冷した Triton X-100 バッファー[40 mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM NaCl, 2 
mM EDTA (pH 8.0), 1% Triton X-100]に cOmplete ULTRA Mini protease inhibitor cocktail 
(Roche) を加え，30 分間緩徐に振盪した。21000 g，4℃で 10 分間遠心したのち，上清を
dithiothreinol 添加 Laemmli’s バッファーに加え，95℃で 5 分煮沸した。10% SDS-PAGE に
てタンパク質を分離した後，タンパク質を Immobilon-P PVDF membranes (Milipore) に転写
し，抗 FLAG M2 抗体 (1:2000; Agilent, 200471) を一次抗体，HRP 結合抗マウス IgG 抗体 
(1:10000; Dako, P0447) を二次抗体として反応させ，タンパク質を検出した。抗 β-actin 抗
体 (1:2000; CST, 3700) をローディングコントロールとして用いた。 
 
Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) 
過去の文献に従い以下のプロトコールで行った[54]。なお，細胞の分取は当研究
室で，ライブラリ作成は熊本大学で，シークエンシングは千葉大学で行った。500 ng のゲ
ノム DNA を約 5 週齢の AML 未発症マウス GMP 細胞および KSL 細胞から，DNeasy Blood 
& Tissue kit (Qiagen) を用いて抽出した。抽出した DNA を制限酵素 Msp I (Takara) を用い
て消化し，エンドリペアを行い，methylated adaptor oligo DNA (Illumina) を付加した。150-
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250 bp のアダプター付加 DNA をゲル電気泳動により抽出し，EZ DNA methylation Kit 
(Zymo Research) を用いてバイサルファイト変換を行った。バイサルファイト変換された
DNA を Pfu Turbo Cx Hotstart polymerase (Agilent)，PE 1.0 および 2.0 プライマー(Illumina) 
を用いて PCR 増幅しライブラリを作製した。Illumina Genomic Analyzer を用いてシークエ
ンシングを行った。シークエンシングによって得られたデータは，Base-calling software 
(Illumina) を用いてベースコールを行い，Bismark を用いて mm9 マウスリファレンスゲノ
ムにマッピングした。プロモーター領域 (転写開始点から±2.0 kb), CpG island (UCSC 
Genome Browser による), エンハンサー領域 (過去の文献[55]による) におけるメチル化ス
コアを，バイサルファイト変換されなかったリード数を全リード数で除することにより算
出した。Differentially methylated nucleotides/regions (P < 0.05, q < 0.05, and absolute 







Gene ontology (GO)解析 




転写およびシークエンシングは千葉大学で行った。50 ng の total RNA を約 5 週齢の AML
未発症マウス GMP および KSL 細胞から RNeasy plus micro kit (Qiagen) を用いて抽出し，
抽出した RNA の逆転写および増幅 (7 サイクル) を SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit 
for Sequencing (Clontech) を用いて添付のプロトコールに従い行った。調製された cDNA を
超音波処理 (Covaris) し， NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit (New England BioLabs) を用
いてライブラリーを調製し，Bioanalyzer (Agilent) を用いて定量した。調製されたサンプル
を Hiseq1500 sequencer (Illumina) を用いてシークエンシング (61 サイクル) を行った。シ
ークエンシングによって得られた配列は TopHat[57] (version 2.0.13; パラメータはデフォル
ト) を用いて mm10 マウスリファレンスゲノムにマッピングした。個々の遺伝子の発現
は，遺伝子にマッピングされたリードをもとに，Cufflinks[58]を用いて reads per kilobase of 
exon unit per million mapped reads (RPKM) を算出した。 
 -27- 
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 
GSEA 解析は GSEA (https://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp)を用いて行っ
た。遺伝子セットは The Molecular Signatures Database (MSigDB) の hallmark gene set 
collection を用いた。 
 
デシタビン(5-Aza-2’-deoxycytidine; decitabine; DAC)による in vitro アッセイ 
LineBM 細胞に複数の濃度の DAC (Sigma) を添加し，48 時間ないし 72 時間後に
解析を行った。細胞増殖アッセイは上述の通り行った。細胞を PE 結合抗 Mac-1 抗体 
(M1/70; eBioscience), FITC 結合抗 Gr-1 抗体 (RB6-8C5; eBioscience) および APC 結合抗 c-
Kit 抗体 (2B8; eBioscience) で染色し，FACSAria II で解析した。実験は独立して少なくと
も 3 回以上繰り返した。 
 
アザシチジン(5-Azacytidine; azacitidine; AZA)による治療実験 
マウスを用いた AZA (Cayman)による治療実験は過去に報告された方法[59]に沿
って行った。致死量放射線照射(4.5 Gy×2 回)したレシピエントマウスに，約 8-10 週齢の
AML 発症 ΔT2T3 マウスの総骨髄細胞と，野生型 Ly 5.1 マウスの総骨髄細胞をそれぞれ
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1×106 個ずつ混合して野生型マウスに移植した。2 週間後にマウスを AZA 治療群と対照群
に分けた。AZA 群のマウスは 2.5 µg/g の AZA を，対照群は PBS をそれぞれ 14 日間腹腔内
注射した。14 日間の休薬期間を経て，14 日間の注射をそれぞれ繰り返した。実験は独立
して少なくとも 2 回繰り返した。 
 
統計学的解析 
mRNA 発現の相関は Pearson の相関係数を用いて解析した。生存解析はログラン
ク検定で行った。その他の解析には対応のない 2 標本間におけるスチューデントの t 検定





第 3 章	 結果 
 
3.1	 ヒト AML において，TET2 と TET3 の mRNA 発現には正の相関がある 
まず，データベースを用いて，ヒト AML における TET ファミリー遺伝子の発
現を評価した。TGCA[11]から 166 名の de novo AML 患者サンプルのデータを取得し解析し
た。TET2 と TET3 の mRNA 発現量には正の相関を認めた (Fig. 3a)。一方，TET1 と TET2 
(Fig. 3b)や TET1 と TET3 (Fig. 3c) の間には有意な相関を認めなかった。 
 
 
Fig. 3	 ヒト de novo AML における TET ファミリー遺伝子発現の相関 
TCGA データベースから得られた 166 例の de novo AML 患者における，TET3 と TET2 (a), TET1 と TET2 
(b)，および TET1 と TET3 (c) の発現値 (Normalized RNA expression based expectation-maximization, RSEM) 
を散布図に示す。相関係数 r は Pearson' s correlation coefficient を用いて求めた。 
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3.2	 Tet2/Tet3 両欠損マウスは AML を発症する 
次に，Tet2 と Tet3 がともに機能低下することで得られる表現型を見るために，
Tet2/Tet3 のダブルコンディショナルノックアウトマウス (ΔT2T3) を作製した (Fig. 1-2)。
骨髄細胞において，pIpC の投与により floxed アリルの欠失が確認され，Tet2 および Tet3 
mRNA の発現も消失していることが確認された (Fig. 4a-b)。 
 
 
Fig. 4	 Tet2 および Tet3 欠失の確認 
(a) 生後 2 日の新生仔 Mx1-Cre-Tet2f/fTet3f/f マウスおよび Mx1-Cre+Tet2f/fTet3f/f マウスに pIpC を腹腔内注射
し，2 ヶ月後に骨髄細胞から DNA を抽出した。マルチプレックス PCR 法を用いて Tet2 および Tet3 の欠失
を確認した。 
(b) リアルタイム PCR による Mx マウスおよびΔT2T3 マウス骨髄 (各 n = 3) の Tet2 および Tet3 mRNA 発
現量を示す。発現量は 18S ribosomal RNA で標準化し，Mx マウスの発現量を 1 とした比を用いた。U.D.: 






すべての ΔT2T3 マウスは白血病により死亡し，その生存期間中央値は 59 日であった。一
方，コントロール (Mx ないし Mx1-Cre-Tet2f/fTet3f/f マウス)，ΔT2 マウス，ΔT3 マウスは観察
期間内に死亡しなかった (Fig. 5)。 
 
 
Fig. 5	 ΔT2T3 マウスは生後 3 ヶ月以内に全て死亡する 
Mx (Mx1-Cre+, n = 22), ΔT2 (Mx1-Cre+Tet2f/f, n = 8), ΔT3 (Mx1-Cre+Tet3f/f, n = 16), ΔT2T3 (Mx1-Cre+Tet2f/fTet3f/f, n 
= 48), および Mx1-Cre-Tet2f/fTet3f/f (n = 20) マウスの Kaplan-Meier 生存曲線を示す。統計学的解析は Log-
rank test を用いて行った。 
 
 
ΔT2T3 マウスは生後 8 週で著明な白血球増多，貧血，血小板減少を認めた (Fig. 6a-c)。Δ
T2T3 マウス末梢血の Wright-Giemsa 染色では芽球様細胞の出現を認めた (Fig. 6d)。ΔT2T3






Fig. 6	 ΔT2T3 マウスは白血病を発症する 
(a-c) 生後 8 週の Mx (n = 14), ΔT2 (n = 7), ΔT3 (n = 10), ΔT2T3 (n = 37), および Mx1-Cre-Tet2f/fTet3f/f (n = 14) 
マウスの白血球数 (a)，ヘモグロビン値 (b)，および血小板数 (c)を示す。 
(d) 白血病を発症したΔT2T3 マウスの末梢血 Wright-Giemsa 標本を示す。芽球様細胞の増多，不整形の核
を持つ単球，過分葉または断片化した核を持つ無顆粒の好中球を認め，異形成を伴う骨髄性白血病が示唆
された。Scale bar は 10 μm を示す。 
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(e) 白血病を発症したΔT2T3 マウスおよび週齢を対応させた Mx 対照マウスにおける，脾臓の肉眼的所見
を示す。 
(f) 生後 8 週の Mx (n = 5), ΔT2 (n = 5), ΔT3 (n = 5), ΔT2T3 (n = 17), および Mx1-Cre-Tet2f/fTet3f/f (n = 10) マウ
スの脾臓の重量を示す。 
(g) 白血病を発症したΔT2T3 マウスおよび週齢を対応させた Mx 対照マウスにおける，脾臓，肝臓および
肺の Hematoxylin-Eosin 染色を示す。脾臓においては，赤脾髄および白脾髄の構造は芽球の浸潤により破
壊されていた。肝臓においては，門脈周囲に芽球の浸潤を認めた。肺においては，肺胞領域に芽球の浸潤
を認めた。Scale bar は脾臓において 100 µm，肝臓と肺において 50 µm を示す。**P < 0.01, ***P < 0.001。
統計学的検定は unpaired Student's t-test を用いた。 
 
末梢血のフローサイトメトリー解析では骨髄球系細胞を示す Mac-1/Gr-1 陽性分
画の増加および B リンパ球系細胞を示す B220 ないし T リンパ球系細胞を示す CD3e 陽性
分画の減少を認めた (Fig. 7a)。末梢血ならびに骨髄中に，幼弱な骨髄球系細胞を示す Mac-
1 陽性 c-Kit 陽性分画の増加を認めた (Fig. 7b)。骨髄では，分化した赤芽球系細胞であるこ
とを示す CD71 陽性 Ter119 陽性分画の減少を認めた (Fig. 7c)。骨髄中の c-Kit 陽性細胞の
絶対数は増加したが，KSL 細胞の絶対数は増加していなかった (Fig. 7d-e)。GMP 分画が







Fig. 7	 ΔT2T3 マウスは GMP 様の表面抗原を有する AML を発症する 
(a) 骨髄系細胞の分化と主な表面マーカーの概略を示す。HSC: hematopoietic stem cells, MPP: multipotent 
progenitors, CMP: common myeloid progenitors, MEP: megakaryocyte erythroid progenitors, GMP: granulocyte 
macrophage progenitors。Mac-1 陰性または陽性かつ c-Kit 陽性 Sca-1 陰性 CD34 陽性 FcRγ陽性の細胞を
GMP 類似細胞と称した。 
(b) Mx, ΔT2, ΔT3, および ΔT2T3 マウス末梢血における B 細胞 (B220), T 細胞 (CD3e) および骨髄系細胞 
(Mac1/Gr1) 分画を，フローサイトメトリーを用いて解析した結果を示す。ΔT2T3 マウスでは B 細胞およ
び T 細胞分画の著減と骨髄系細胞分画の著増を認めた。 
(c) Mx, ΔT2, ΔT3, および ΔT2T3 マウス末梢血および骨髄における Mac-1 および c-Kit 分画を，フローサイ
トメトリーを用いて解析した結果を示す。ΔT2T3 マウスでは末梢血および骨髄において Mac-1 陽性 c-Kit
陽性分画，すなわち幼弱な骨髄系細胞分画の増加を認めた。 
(d) Mx, ΔT2, ΔT3, および ΔT2T3 マウス骨髄における CD71 および Ter119 分画を，フローサイトメトリーを
用いて解析した結果を示す。ΔT2T3 マウスでは骨髄において Ter119 陽性分画，すなわち成熟赤芽球分画
の著減を認めた。 
(e-f) Mx (n = 5), ΔT2 (n = 3), ΔT3 (n = 3), および ΔT2T3 (n = 4) マウス骨髄の c-Kit 陽性細胞 (e) および KSL
細胞 (f) の絶対数を示す。ΔT2T3 マウスでは骨髄において c-Kit 陽性細胞数が増加したが，KSL 細胞数は
増加しなかった。 
(g) Mx, ΔT2, ΔT3, および ΔT2T3 マウス骨髄における KSL および progenitor 分画を，フローサイトメトリー
を用いて解析した結果を示す。ΔT2T3 マウスでは骨髄において GMP 分画の増加を認めた。 
数値は各分画の母集団における割合を示す。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001。統計学的検定は unpaired 
Student's t-test を用いた。 
 
2 匹の白血化したΔT2T3 マウス骨髄，およびこれを液体培地で培養し樹立した
細胞株を用いて全エクソン解析を行った。45 個の SNV を検出し，このうち反復配列のた
めプライマーの設計が不可能な 5 個を除いた 40 個についてサンガー法でバリデーション
を行ったところ，14 個は SNP，26 個は negative であった (Table 4)。この結果から，
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Tet2/Tet3 の欠失は AML を発症する十分条件であると考えられた。 
 
Table 4.	 全エクソン解析による single nucleotide variant (SNV) の検出とバリデーション 
白血病を発症したΔT2T3 マウス骨髄細胞 (25-BM および 26-BM) と，そこから樹立した細胞株 (25-C お
よび 26-C) を解析した。Chr.: 染色体番号，Ref.: レファレンス配列，Freq.: アリル頻度。 
 
以上の結果から，造血細胞における Tet2/Tet3 の欠失は浸透率 100%の致死的な
AML を発症させたと考えられた。 
Sample Chr. Region Ref. Allele Freq. Gene name Validation by Sanger sequencing
25-BM 1 173332148 A G 59.1 Ackr1 SNP
25-BM 4 139660280 A G 31.6 Gm21969, Tas1r2 SNP
25-BM 4 139660286 C G 31.6 Gm21969, Tas1r2 SNP
25-BM 3 95901118 C A 17.6 Car14 Negative
25-BM 8 111178860 G T 18.2 Glg1 Negative
25-C 1 171573902 A T 22.5 Cd244 Negative
25-C 1 173332148 A G 22.7 Ackr1 SNP
25-C 4 134418048 A G 27.3 Pafah2 Negative
25-C 3 95901118 C A 16.0 Car14 Negative
26-BM 4 143993041 C G 44.8 Pramef17 SNP
26-BM 4 144528723 C A 27.3 9430007A20Rik SNP
26-BM 4 148929159 A G 84.6 Casz1 SNP
26-BM 8 41084286 A G 50.0 Mtus1 Negative
26-BM 1 171573902 A T 25.0 Cd244 Negative
26-BM 4 144331577 G C 35.0 Gm13128 SNP
26-BM 8 36146774 C T 72.7 D8Ertd82e SNP
26-BM 8 71605611 C T 60.0 Fam129c SNP
26-BM 3 108385362 G T 20.0 Psrc1 Negative
26-BM 12 40134030 G T 10.5 Scin Negative
26-C 4 148929159 A G 70.6 Casz1 SNP
26-C 1 171573902 A T 20.4 Cd244 Negative
26-C 3 95901118 C A 34.5 Car14 Negative
26-C 3 95901122 G T 26.9 Car14 Negative
26-C 8 71605611 C T 54.5 Fam129c SNP
26-C 4 144528723 C A 37.5 9430007A20Rik SNP
26-C 7 89851814 C G 15.2 Me3 Negative
26-C 1 52148969 C T 12.8 Gm28177, Stat1 Negative
26-C 2 76766740 C A 10.0 Ttn, Gm13938 Negative
26-C 4 123208475 C A 23.5 Nt5c1a Negative
26-C 4 143993041 C G 20.0 Pramef17 SNP
26-C 5 29785113 G T 13.5 Dnajb6 Negative
26-C 5 120480608 G T 12.5 Sds, Gm15690 Negative
26-C 6 71620179 A G 10.2 Kdm3a Negative
26-C 8 71355708 C T 31.3 Myo9b Negative
26-C 10 86698593 C T 13.2 Hsp90b1 Negative
26-C 11 115163541 G A 10.7 Slc9a3r1 Negative
26-C 11 120346973 A G 20.7 Actg1 Negative
26-C 13 16026841 G T 11.8 Inhba Negative
26-C 15 101742665 G A 16.0 Krt71 Negative
26-C 18 67680902 G C 15.0 Ptpn2 Negative
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3.3	 ΔT2T3 マウス由来の CMP および GMP 細胞は白血病形成能を持つ 
	 ΔT2T3 マウス由来の AML 細胞が移植可能かどうかを評価するために，8-10 週齢の AML
発症 ΔT2T3 マウスから 1×106 個の骨髄細胞を致死量放射線照射したマウスに移植したとこ
ろ，すべてのレシピエントマウスが死亡し，生存期間中央値は 55 日であった。一方，対
照群では 100 日の観察期間中に死亡したマウスはいなかった (Fig. 8a)。ΔT2T3 マウス骨髄
細胞を移植したマウスはドナーである ΔT2T3 マウスと類似した AML を発症した (Fig. 
8b)。2 次移植，3 次移植も可能であった (Fig. 8a)。このことから，Tet2/Tet3 欠失によって
発症した AML 細胞は移植可能であると考えられた。 
 
 
Fig. 8	 ΔT2T3 AML 細胞は継代移植が可能である 
(a) Mx (n = 5), ΔT2 (n = 11), ΔT3 (n = 11), ΔT2T3 (1st transplant, n = 8; 2nd transplant, n = 22; 3rd transplant, n = 7), 
および Mx1-Cre-Tet2f/fTet3f/f (n = 7) マウスの骨髄 1×106 個を，致死量放射線照射した Ly5.1 レシピエントマ
ウスに移植した。移植後の Kaplan-Meier 生存曲線を示す。 







持つかを調べるために，5 週齢の AML 未発症 ΔT2T3 マウスから KSL，CMP および GMP
分画を分取した。ソーティング純度は 98%以上であった (Fig. 9)。 
 
 
Fig. 9	 ΔT2T3 マウスからの KSL，CMP および GMP 分画の分取 
左上のパネルは磁気ビーズによる c-Kit 陽性細胞濃縮後のΔT2T3 マウス骨髄を示す。左下，右下，右上の






ΔT2T3 マウス由来の KSL, CMP および GMP 分画はいずれも 4 回以上の継代が可能であっ





Fig. 10	 ΔT2T3 マウス由来の KSL，CMP および GMP はメチルセルロース培地で継代可能である 
Mx, ΔT2, ΔT3 および ΔT2T3 マウス由来の KSL，CMP および GMP 細胞を用いたコロニーアッセイの結果を
示す。実験は独立して 3 回行い，結果はそれらの平均値を示す。エラーバーは標準誤差を示す。 
 
次に，ΔT2T3 マウス由来の KSL, CMP および GMP 分画を致死量放射線を照射し
たマウスに移植したところ，どの分画を移植しても ΔT2T3 マウスと同じ GMP 様の表面マ






Fig. 11	 ΔT2T3 マウス由来の KSL，CMP および GMP を移植したマウスは AML を発症する 
(a) ΔT2T3 マウス由来の KSL (n =6)，CMP (n = 4) および GMP (n = 3) 細胞 1×105 個を，致死量放射線照射
した CD45.1 レシピエントマウスに移植した。移植後の Kaplan-Meier 生存曲線を示す。 




以上の結果から，本マウスモデルにおいては KSL, CMP および GMP のすべての





3.4	 ΔT2T3 マウス白血病細胞からの細胞株の樹立 
	 AML を発症した ΔT2T3 マウス骨髄細胞は IL-3 添加液体培地で 7 回中 7 回，1 ヶ月以上
の継代培養が可能であった。細胞は芽球様の形態で，表面マーカーは c-Kit+Sca-1-
CD34+FcRγ+と GMP 類似であった (Fig. 12a-b)。液体培養で得られた細胞株 (LineBM と称
した) を致死量放射線照射したマウスに移植したところ，マウスは AML を発症し死亡し
た (Fig. 12c)。 
 
 
Fig. 12	 ΔT2T3 マウス白血病由来の細胞株の樹立 
(a-b) ΔT2T3 マウス白血病細胞を mIL-3 添加液体培養で 1 ヶ月間培養し樹立した細胞株 (LineBM) の
Wright-Giemsa 染色 (a)，およびフローサイトメトリーによる表面マーカー解析 (b)の結果を示す。 




この結果から，ΔT2T3 マウスの AML 細胞は白血病形成能を維持したまま，液体
培地と生体内を行き来できることが明らかとなった。 
 
3.5	 In vitro での Tet2/Tet3 欠失はマウス KSL 細胞を LSCs に形質転換させる 
AML への形質転換が Tet2/Tet3 の欠失によるものであるかどうかを確認するた
め，Mx1-Cre アリルを持たない Tet2f/fTet3f/f マウスの KSL 細胞をフローサイトメトリーで分
取し，そこにレトロウイルスを用いて iCre-IRES-GFP を遺伝子導入した。iCre を導入した
Tet2f/fTet3f/f マウスの KSL 細胞は Tet2 および Tet3 アリルの欠失が確認された (Fig 13a)。レ
トロウイルスにより Tet2/Tet3 を欠失した KSL 細胞はメチルセルロース培地で不死化し 
(Fig 13b)，mIL-3 を含む液体培地で繰り返し継代可能であり，細胞株 (LineGFP と称した) 
を樹立した。LineGFP 細胞は c-Kit+Sca-1-CD34+FcγR+と GMP 類似の表面マーカーを有して
いた (Fig 13c)。致死量放射線照射したマウスに 5×106 個の LineGFP 細胞を移植すると，マ




Fig. 13	 In vitro で Cre リコンビナーゼを Tet2f/fTet3f/f KSL 細胞へ導入すると，AML 細胞へ形質転換する 
(a) 野生型 (WT) または Tet2f/fTet3f/f アリルを持つ KSL 細胞に，レトロウイルスを用いて improved Cre 
(iCre)リコンビナーゼを導入した。マルチプレックス PCR を用いて，Tet2f/fTet3f/f アリルを持つ KSL 細胞で
は iCre リコンビナーゼにより Tet2f/f および Tet3f/f アリルが欠失したことが確認された。M, DNA マーカー
を示す。 
(b) WT または Tet2f/fTet3f/f アリルを持つ KSL 細胞に mock ベクターまたは iCre リコンビナーゼを導入した
後，コロニーアッセイを行った。iCre リコンビナーゼを導入した Tet2f/fTet3f/f アリルを持つ KSL 細胞のみ
が不死化した。実験は独立して 3 回行った。エラーバーは標準偏差を示す。 
(c) LineGFP 細胞のフローサイトメトリーによる表面マーカー解析結果を示す。 





3.6	 ΔT2T3 マウス GMP 細胞のメチル化および発現プロファイル 
Tet2/Tet3 の欠失により再現性の高い AML の表現系が得られたことから，Tet2 お
よび Tet3 の欠失は相乗的にエピゲノムや遺伝子発現のプロファイルに影響を及ぼしている
と仮説した。そこで，我々は RRBS を行い，約 5 週齢の AML 未発症 ΔT2T3 マウス GMP
細胞における 5-mC プロファイルを Mx, ΔT2, ΔT3 マウスの GMP 細胞のそれと比較した。
ΔT2, ΔT3 および ΔT2T3 の GMP 細胞について，772168, 832605, 763649 個の CpG をそれぞ
れ評価した。Mx マウスの GMP 細胞と比較して，ΔT2, ΔT3 および ΔT2T3 の GMP 細胞は
2051, 1720, 6794 個の高メチル化 CpG を認めた (Fig. 14a)。高メチル化 CpG の部位を
promoter, exon, intron, intergenic の 4 領域に分けると，ΔT2, ΔT3 および ΔT2T3 の GMP 細胞
ではほぼ同じ割合で分布していた (Fig. 14b)。階層的クラスタリング解析および主成分分
析により，ΔT3 GMP 細胞のメチル化 CpG プロファイルは ΔT2 GMP 細胞に比し，より Mx 
GMP 細胞に近いことが明らかとなった。また，ΔT2T3 GMP 細胞は Mx，ΔT2 および ΔT3 
GMP 細胞のいずれとも異なるメチル化プロファイルを持つことが明らかとなった (Fig. 
14c-d)。次に，メチル化 CpG を高メチル化領域 (hyper-differentially methylated regions; 
hyper-DMRs) 毎に解析した。21305 個のプロモーター領域，13073 個の CpG アイランド領
域，4423 個のエンハンサー領域を評価した。ΔT2 GMP 細胞またはΔT3 GMP 細胞は Mx 
GMP に比してより多くの領域がメチル化していた一方，ΔT2T3 GMP 細胞はさらに多くの
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領域でメチル化していた。具体的には，プロモーター領域で 189，CpG アイランド領域で
31，エンハンサー領域で 643 の hyper-DMR を検出した (Fig. 14e)。エンハンサー領域にお
いて，ΔT2T3 GMP 細胞は Mx GMP 細胞, ΔT2 GMP 細胞およびΔT3 GMP 細胞のいずれと
比べても，顕著な高メチル化を認めた (Fig. 14g-h)。従って，Tet2 と Tet3 の両欠失は明らか
に異なるメチル化プロファイルを呈し，それはエンハンサー領域において特出しているこ
とが示された。モチーフ解析を行ったところ，メチル化 CpG から 50 bp 以内の範囲に
ERG, ETV1, ETS1, ERG2, PU.1 といった，CEBP および Ets ファミリー転写因子の結合領域
が有意に含まれていた (Fig. 14i)。GO 解析では，CpG アイランド領域では leukocyte 
homeostasis, transcriptional regulation, cell differentiation 関連の遺伝子が enrich された。プロ
モーター領域では，inflammatory response や immune response 関連の遺伝子が enrich され
た。エンハンサー領域では，protein binding, transcription regulation, cell proliferation 関連の遺









Fig. 14	 ΔT2T3 GMP 細胞は Mx，ΔT2 およびΔT3 GMP 細胞のいずれとも異なるメチル化プロファイルを
有する 
(a)ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞における，Mx 対照 GMP 細胞と比較した CpG メチル化の差異を
Volcano plot に示す。赤のドットは hyper-differentially methylated CpG を，青のドットは hypo-differentially 
methylated CpG を示す。括弧内の数値は評価した CpG の数を示す。 
(b) Hyper-differentially methylated CpG のプロモーター，エクソン，イントロンおよび遺伝子間領域におけ
る分布を円グラフで示す。 
(c) Mx, ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞におけるメチル化分布を階層的クラスタリングにより解析し
た結果を示す。 
(d) Mx, ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞におけるメチル化分布を主成分分析により解析した結果を示
す。 
(e) プロモーター，CpG アイランド，およびエンハンサー領域における，ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP
細胞の Mx GMP 対照 GMP 細胞と比較した hyper-DMR (白) および hypo-DMR (黒) の数を棒グラフに示
す。括弧内の数値は評価した DMR の数を示す。 
(f) プロモーター，CpG アイランド，およびエンハンサー領域における，ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP
細胞の Mx 対照 GMP 細胞と比較した hyper-DMR の数を Venn 図で示す。 
(g) エンハンサー領域における，ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞の Mx GMP 対照と比較したメチル化
のレベルを散布図で示す。赤のドットはメチル化の変化の絶対値が 20%以上のものを示す。 
(h) エンハンサー領域における，ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞の Mx GMP 対照と比較したメチル化
のレベルを箱ひげ図で示す。箱は 25-75 パーセンタイルを示す。ひげは 10-90 パーセンタイルを示す。
***P < 0.001。統計学的解析は unpaired Student's t-test を用いた。 
(i) メチル化した CpG に対するモチーフ解析の結果を示す。ΔT2T3 GMP 細胞において Mx GMP 対照と比
較して有意にメチル化した CpG から±50 bp 以内に認められる転写因子結合モチーフを，DNA-binding 
motif discovery ソフトウェア(HOMER, http://homer.salk.edu/homer/motif/) を用いて検索した。 
(j) CpG アイランド領域における，ΔT2T3 GMP 細胞の Mx 対照 GMP 細胞と比較した hyper-DMR について
Gene ontology (GO) 解析を行った結果を示す。棒グラフは P 値を示す。 
(k) プロモーター領域における，ΔT2T3 GMP 細胞の Mx 対照 GMP 細胞と比較した hyper-DMR について
Gene ontology (GO) 解析を行った結果を示す。棒グラフは P 値を示す。 
(l) エンハンサー領域における，ΔT2T3 GMP 細胞の Mx 対照 GMP 細胞と比較した hyper-DMR について





次に，ΔT2T3 GMP 細胞における遺伝子発現の変動を同定するために，RNA-seq を行っ
た。主成分分析により，ΔT2T3 GMP 細胞は Mx GMP 細胞, ΔT2 GMP 細胞およびΔT3 
GMP 細胞のいずれとも異なる発現プロファイルを持つことが明らかとなった (Fig. 15a)。
ΔT2T3 GMP 細胞は Mx GMP 細胞に比し，445 の遺伝子が発現上昇し，444 の遺伝子が発
現低下していた (Fig. 15b)。The Molecular Signatures Database (MSigDB) の hallmark gene set 
collection を用いて Gene set enrichment analysis (GSEA) を行ったところ，ΔT2T3 GMP 細胞
では Mx GMP 細胞に比し interferon-α response, interferon-γ response, the inflammatory response, 
TNF-α signaling via NFκB といった免疫応答に関する遺伝子群および DNA 損傷に関連する 
p53 pathway の遺伝子群が有意に変動していた (Fig. 15c)。ΔT2T3 GMP 細胞はΔT2 GMP 細
胞およびΔT3 GMP 細胞に比し，interferon-α response, interferon-γ response, および the 
inflammatory response の遺伝子群が有意に変動していた (Table 4)。 
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Table 4	 Tet2/Tet3 ノックアウトマウスの GMP 細胞における GSEA 解析 
NES: normalized enrichment score を示す。 
 
DNA メチル化と遺伝子発現の関連を評価するため，RRBS と RNA-seq のデータ
を結合して解析した。メチル化の割合と発現の間に直線的な相関関係は認めなかったが 








HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 2.80 0.000 0.000 HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 1.77 0.002 0.295
HALLMARK_HYPOXIA 2.30 0.000 0.002 HALLMARK_G2M_CHECKPOINT 1.53 0.027 0.517
HALLMARK_P53_PATHWAY 2.18 0.000 0.006 HALLMARK_PROTEIN_SECRETION 1.36 0.122 0.746
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 2.09 0.000 0.013 HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 1.34 0.175 0.596
HALLMARK_APOPTOSIS 1.97 0.003 0.025 HALLMARK_E2F_TARGETS 1.30 0.149 0.557
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 1.92 0.000 0.029 HALLMARK_WNT_BETA_CATENIN_SIGNALING 1.15 0.247 0.772
HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 1.91 0.008 0.027 HALLMARK_HEME_METABOLISM 1.10 0.285 0.789
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 1.85 0.026 0.035 HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 1.07 0.348 0.749
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 1.74 0.003 0.058 HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 1.04 0.372 0.725
HALLMARK_CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 1.73 0.040 0.056 HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1.01 0.422 0.725








HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 2.66 0.000 0.000 HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 2.23 0.000 0.011
HALLMARK_HYPOXIA 2.04 0.000 0.012 HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 2.14 0.003 0.015
HALLMARK_COAGULATION 2.01 0.001 0.010 HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 1.82 0.004 0.075
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 1.99 0.000 0.010 HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM 1.64 0.028 0.146
HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION 1.90 0.000 0.015 HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1.59 0.017 0.142
HALLMARK_P53_PATHWAY 1.89 0.000 0.014 HALLMARK_BILE_ACID_METABOLISM 1.53 0.068 0.155
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 1.83 0.000 0.016 HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE 1.22 0.199 0.460
HALLMARK_UV_RESPONSE_DN 1.79 0.004 0.020 HALLMARK_G2M_CHECKPOINT 1.11 0.290 0.589
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 1.77 0.000 0.021 HALLMARK_DNA_REPAIR 1.10 0.273 0.538
HALLMARK_APOPTOSIS 1.76 0.003 0.020 HALLMARK_PEROXISOME 1.09 0.275 0.506








HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 2.52 0.000 0.000 HALLMARK_ANGIOGENESIS 1.61 0.043 0.354
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 2.26 0.000 0.000 HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 1.61 0.005 0.185
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 2.16 0.000 0.000 HALLMARK_G2M_CHECKPOINT 1.59 0.005 0.138
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 1.93 0.000 0.004 HALLMARK_APICAL_SURFACE 1.57 0.058 0.128
HALLMARK_P53_PATHWAY 1.92 0.000 0.004 HALLMARK_SPERMATOGENESIS 1.44 0.077 0.228
HALLMARK_HYPOXIA 1.78 0.003 0.014 HALLMARK_PROTEIN_SECRETION 1.26 0.147 0.512
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 1.72 0.000 0.019 HALLMARK_E2F_TARGETS 1.22 0.135 0.550
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 1.70 0.002 0.020 HALLMARK_MYOGENESIS 1.16 0.236 0.618
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 1.62 0.005 0.031 HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 1.10 0.268 0.719
HALLMARK_REACTIVE_OXIGEN_SPECIES_PATHWAY 1.48 0.058 0.081 HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 1.10 0.294 0.650








HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 2.43 0.000 0.000 HALLMARK_ANGIOGENESIS 1.71 0.026 0.214
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 2.04 0.000 0.007 HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 1.60 0.011 0.220
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 1.75 0.000 0.041 HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 1.58 0.002 0.168
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 1.42 0.058 0.299 HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 1.55 0.032 0.148
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 1.41 0.021 0.253 HALLMARK_SPERMATOGENESIS 1.51 0.039 0.147
HALLMARK_P53_PATHWAY 1.40 0.027 0.215 HALLMARK_MYOGENESIS 1.50 0.036 0.127
HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION 1.29 0.089 0.378 HALLMARK_APICAL_SURFACE 1.46 0.090 0.145
HALLMARK_REACTIVE_OXIGEN_SPECIES_PATHWAY 1.26 0.162 0.383 HALLMARK_COAGULATION 1.43 0.064 0.152
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 1.25 0.113 0.365 HALLMARK_HYPOXIA 1.26 0.114 0.345
HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1.23 0.115 0.369 HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE 1.24 0.135 0.331








HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 2.56 0.000 0.000 HALLMARK_COAGULATION 1.82 0.001 0.040
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 2.14 0.000 0.006 HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 1.80 0.000 0.024
HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1.76 0.005 0.038 HALLMARK_ANGIOGENESIS 1.76 0.018 0.026
HALLMARK_REACTIVE_OXIGEN_SPECIES_PATHWAY 1.74 0.019 0.034 HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 1.68 0.000 0.039
HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM 1.72 0.000 0.032 HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 1.63 0.004 0.047
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 1.72 0.000 0.027 HALLMARK_COMPLEMENT 1.51 0.017 0.109
HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 1.55 0.000 0.062 HALLMARK_MYOGENESIS 1.44 0.027 0.169
HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 1.47 0.006 0.087 HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_EARLY 1.39 0.047 0.215
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 1.41 0.033 0.108 HALLMARK_HEDGEHOG_SIGNALING 1.37 0.117 0.210
HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 1.38 0.070 0.117 HALLMARK_APICAL_SURFACE 1.37 0.124 0.199
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(Fig. 15d)，ΔT2T3 GMP 細胞でエンハンサー領域が高メチル化している遺伝子は，Mx 
GMP 細胞に比し発現が有意に低下していた。一方，ΔT2 GMP 細胞やΔT3 GMP 細胞では
エンハンサー領域のメチル化が発現に有意な影響を及ぼしてはいなかった (Fig. 15e)。 
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Fig. 15	 ΔT2T3 GMP 細胞は Mx，ΔT2 およびΔT3 GMP 細胞のいずれとも異なる mRNA 発現プロファイル
を有する 
(a) Mx, ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞における mRNA 発現を主成分分析により解析した結果を示す。 
(b) ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞の Mx GMP 対照 GMP 細胞と比較して発現が変化 (2 倍以上また
は 0.5 倍以下) した遺伝子の数を Venn 図で示す。 
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(e) ΔT2，ΔT3 およびΔT2T3 GMP 細胞の Mx GMP 対照と比較した遺伝子発現の変化を箱ひげ図で示す。
遺伝子群はエンハンサー領域のメチル化が 20%以上増加している群とそれ以外の 2 群に分けて比較した。
箱は 25-75 パーセンタイルを示す。ひげは 10-90 パーセンタイルを示す。**P < 0.01。統計学的解析は




3.7	 TET2 酵素活性の回復は，ΔT2T3 細胞の白血病形成能を阻害する 
次に，Tet2/Tet3 欠失による白血病発症の表現型が，Tet 酵素活性の消失によるもの
か否かを評価した。ヒト TET2 の酵素活性ドメイン (WT-TET2CD) および，酵素活性を欠失
した変異型の TET2 酵素活性ドメイン (Mut-TET2CD) を含むベクターを作成した。これらの
ベクターを 293T 細胞に導入し，ELISA 法を用いて 5-hmC 量を測定した。WT-TET2CD を発
現させた細胞は 5-hmC 量が増加し，一方 Mut-TET2CD を発現させた細胞は 5-hmC 量が増加




Fig. 16	 WT-TET2 を遺伝子導入すると 5-hmC が増加する 
293T 細胞に mock，WT-TET2 および Mut-TET2 ベクターをトランスフェクションし，ゲノム DNA を抽出





現を確認した (Fig. 17a)。WT-TET2CDを発現したLineBMΔT2T3 細胞は増殖が抑制されたが，
Mut-TET2CDを導入した LineBMΔT2T3 細胞は増殖が抑制されなかった (Fig. 17b) ことから，
TET2 の酵素活性が in vitro で細胞増殖を抑制することが示唆された。次に，酵素活性の回復
による影響を in vivo で評価するために，移植実験を行った。WT-TET2CD または mock ベク
ターを導入した LineBMΔT2T3 細胞をマウスに移植した。移植から 6 週間後の末梢血 GFP
陽性率を測定したところ，WT-TET2CD を導入した細胞を移植したマウスは mock ベクター
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を導入した細胞を移植したマウスに比し有意に GFP 陽性率が低かった (Fig. 17c)。また，
WT-TET2CD を導入した細胞を移植したマウスは mock ベクターを導入した細胞を移植した
マウスに比し有意に生存期間が延長した (Fig. 17d)。これらの結果から，TET2 の酵素活性
は in vivo でも白血病形成能を阻害することが示唆された。 
 
 
Fig. 17	 WT-TET2CD をΔT2T3 LineBM 細胞に導入すると，白血病形成能が阻害される 
(a) mock，WT-TET2CD および Mut-TET2CD を，レトロウイルスを用いてΔT2T3 LineBM 細胞に導入した。抗
Flag 抗体を用いてウェスタンブロットを行い，それぞれタンパクの発現を確認した。抗 β-Actin 抗体をロー
ディングコントロールとして用いた。 
(b) mock，WT-TET2CD および Mut-TET2CD を，レトロウイルスを用いてΔT2T3 LineBM 細胞に導入し，WST-
8 アッセイにより細胞数を測定した。実験は独立して 3 回行った。エラーバーは標準偏差を示す。 
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(c) mock および WT-TET2CD を導入したΔT2T3 LineBM 細胞 1×105 個を致死量放射線照射したマウスに移
植した。移植後 6 週間での末梢血白血球における GFP 陽性率を示す (各 n = 4)。統計学的解析は unpaired 
Student's t-test を用いた。 
(d) mock および WT-TET2CD を導入したΔT2T3 LineBM 細胞 1×105 個を致死量放射線照射したマウスに移
植した。移植後の Kaplan-Meier 生存曲線を示す (mock 群 n = 12, WT-TET2CD群 n = 13, 独立して 3 回実験を
行い，結果を統合した)。統計学的解析は Log-rank test を用いた。 
 
TET1 および TET3 も TET2 と同様に 5-mC を 5-hmC に変換する酵素活性をもつ。
そこで，先述の実験と同様に，Tet1CD, Tet2CD, Tet3CD をそれぞれレトロウイルスにより
LineBMΔT2T3 に導入し，GFP をマーカーとして陽性細胞をソーティングし，細胞増殖アッ
セイおよび移植実験を行った。Tet1CD, Tet2CD, Tet3CD を発現する LineBMΔT2T3 細胞は (Fig. 
18a)，mock ベクターを導入した LineBMΔT2T3 細胞に比べて，細胞増殖が in vitro で有意に
抑制された (Fig.18b)。Tet1CD, Tet2CD, Tet3CD，または mock ベクターを導入した LineBMΔ
T2T3 細胞をマウスに移植した。移植から 4 週間後の末梢血 GFP 陽性率を測定したところ，
Tet1CD, Tet2CD,ないし Tet3CD を導入した細胞を移植したマウスは mock ベクターを導入した
細胞を移植したマウスに比し有意に GFP 陽性率が低かった (Fig. 18c)。また，Tet1CD, Tet2CD,
ないし Tet3CD を導入した細胞を移植したマウスは mock ベクターを導入した細胞を移植し




Fig. 18	 Tet1CD, Tet2CD, ないし Tet3CD をΔT2T3 LineBM 細胞に導入すると，白血病形成能が阻害される 
(a) mock，Tet1CD, Tet2CD, ないし Tet3CD を，レトロウイルスを用いてΔT2T3 LineBM 細胞に導入した。抗 Flag
抗体を用いてウェスタンブロットを行い，それぞれタンパクの発現を確認した。抗 β-Actin 抗体をローディ
ングコントロールとして用いた。 
(b) mock，Tet1CD, Tet2CD, ないし Tet3CD を，レトロウイルスを用いてΔT2T3 LineBM 細胞に導入し，WST-8
アッセイにより細胞数を測定した。実験は独立して 3 回行った。エラーバーは標準偏差を示す。 
(c) mock (n = 14)，Tet1CD (n = 12), Tet2CD (n = 6), ないし Tet3CD (n = 12) を導入したΔT2T3 LineBM 細胞 1×
105 個を致死量放射線照射したマウスに移植した。移植後 4 週間での末梢血白血球における GFP 陽性率を
示す (独立して 2 回実験を行い，結果を統合した)。統計学的解析は unpaired Student's t-test を用いた。 
(d) mock (n = 14)，Tet1CD (n = 12), Tet2CD (n = 6), ないし Tet3CD (n = 12) を導入したΔT2T3 LineBM 細胞 1×
105 個を致死量放射線照射したマウスに移植した。移植後の Kaplan-Meier 生存曲線を示す (独立して 2 回実
験を行い，結果を統合した)。統計学的解析は Log-rank test を用いた。 
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3.8	 脱メチル化薬が in vitro および in vivo でΔT2T3 AML 細胞に及ぼす効果 
アザシチジン(azacitidine, AZA) およびデシタビン(decitabine, DAC) は DNA メチ
ルトランスフェラーゼ 1 (DNMT1) を阻害する DNA 脱メチル化薬であり，これらは高リス
クの骨髄異形成症候群の患者に投与されている。そこで我々は，脱メチル化薬が in vitro で
ΔT2T3 AML 細胞の細胞増殖を阻害するか，またはマウスにおいてΔT2T3 AML を抑制する
かどうかを検討した。まず，LineBMΔT2T3 細胞の AZA および DAC に対する感受性を評価
するため，異なる濃度の AZA および DAC (0.003-30 µM) を 24 時間ごとに加え，48 時間後
の生細胞数を WST-8 アッセイで測定した。LineBMΔT2T3 細胞の増殖は AZA および DAC
の濃度依存的に阻害され，AZA および DAC の EC50 はそれぞれ，0.281 µM, 0.028 µM であっ
た (Fig. 19a)。DAC 投与開始 72 時間後の LineBMΔT2T3 細胞を Wright-Giemsa 染色で観察
すると，N/C 比の低下，核の分葉，細胞質の灰白色への色調変化などの変化が観察され，成
熟な骨髄球系細胞への分化が示唆された (Fig. 19b)。形態と対応して，フローサイトメトリ
ーにより，c-Kit 陽性細胞分画の減少および Mac-1 陽性細胞分画の増加を認めた (Fig. 18b)。
これらの結果から，DAC は増殖抑制だけでなく，細胞の分化も促進させることが示唆され
た。次に，in vivo での脱メチル化薬に対する LineBMΔT2T3 細胞の感受性を評価するため
に，致死量放射線照射したマウスに 1×106 個のΔT2T3 白血病マウス骨髄を移植し，移植 2
週間後から AZA の投与を開始した。AZA を投与したマウスは PBS を投与したマウスに比
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し AZA 投与開始後 4 週 (移植後 6 週) で白血球数の有意な減少が認められ (Fig. 19c)，AZA




Fig. 19	 ΔT2T3 AML 細胞は脱メチル化薬に感受性を持つ 
(a) ΔT2T3 LineBM 細胞に 0.003-30 µM の AZA または DAC を 24 時間ごとに添加し，48 時間後の生細胞
率を WST-8 アッセイにより測定した。実験は独立して 3 回行った。エラーバーは標準偏差を示す。 
(b) ΔT2T3 LineBM 細胞に 0-0.3 µM の DAC を 24 時間ごとに添加し，72 時間後に Wright-Giemsa 染色 
(上段) およびフローサイトメトリー (下段) で解析した結果を示す。 
(c-d) AML を発症したΔT2T3 マウスの骨髄 1×106 個を致死量放射線照射したマウスに移植した。移植後
2 週より，AZA を 2 週間投与し (Cycle 1)，2 週間休薬の後再び 2 週間投与した (Cycle 2)。移植後 2 週お
よび 6 週の末梢血白血球数 (c) および，Kaplan-Meier 生存曲線 (d) を示す。*P < 0.05。統計学的解析は
(c)では unpaired Student's t-test を，(d)では Log-rank test を用いた。 
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第 4 章	 考察 
本研究により，HSPCs において Tet2 と Tet3 を両欠損したマウスは 100%の浸透
率で AML を発症すること，この AML 細胞はアミノ酸変化をもたらす二次的な遺伝子異常
を伴わないこと，ΔT2T3 細胞は, ΔT2 細胞およびΔT3 細胞と異なるメチル化プロファイ
ルおよび発現プロファイルを持つこと，ΔT2T3 AML は TET の酵素活性をレスキューす
る，あるいは脱メチル化薬による治療で抑制されることを示した。近年，本研究と独立し
て樹立された Tet2/Tet3 両欠損マウスが AML を発症するという報告がなされた[61, 62]。
Mx-Cre によるコンディショナルノックアウトの系を用いたこの報告では，我々の得た表現
型と同様に，浸透率 100%の骨髄系腫瘍を発症した。Tet2/Tet3-null の KSL 細胞は野生型の
KSL 細胞と比し，骨髄系細胞で発現する遺伝子群の発現上昇が認められた。メチル化解析
では，主に CpG アイランドの周囲 (CpG island shore) やエンハンサー領域にメチル化の亢
進を認めたが，遺伝子発現との関連は指摘されなかった。また，phospho-H2AX の集積や
DNA damage repair pathway のダウンレギュレーションを認めた。以上の知見から，TET2 だ
けでなく TET3 の機能異常もまた骨髄系腫瘍の発症に関与していることが示唆された。 
本研究では，先の報告で示された DNA damage repair pathway 遺伝子の発現低下
は認められず，全エクソン解析により，ΔT2T3 AML 細胞は Tet2 および Tet3 欠失以外の，
少なくともエクソン領域において新たな変異 (セカンドヒット) は指摘されなかった。す
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なわち，Tet2/Tet3 欠失は AML を発症するのに十分であり，この AML モデルはアミノ酸変
化もたらすゲノム変化を伴わない，エピゲノム異常によって発症する AML モデルである
ことが示唆された。 
TET 遺伝子の機能喪失型変異が DNA メチル化にどのような影響を及ぼすかを評
価することは難解である。例えば，ヒト検体を用いた TET2 遺伝子変異がメチル化プロファ
イルに及ぼす影響についての評価は，TET2 遺伝子変異によりメチル化が亢進するという報
告と，むしろ高メチル化領域は少ないという報告が混在している [18, 22, 63-65]。このこと
はおそらく，DNA メチル化が主にプロモーター領域の CpG アイランドを中心に解析されて
きたことによると考えられる。1 塩基レベルの解像度でゲノムワイドなメチル化解析が可能








るかについては報告がなかった。我々は，Tet2 または Tet3 の単独欠損ならびに Tet2/Tet3 両
欠損のいずれもがエンハンサー領域を主として高メチル化をきたすことを示した。また，
Tet2 と Tet3 の両欠損が，それぞれの単欠損と比較してより高度の高メチル化をきたしたこ
とから，Tet2 と Tet3 は一部で互いに機能が重複していることを示唆している。また，Tet3 の




与しているものと推測した。もう一つの可能性としては，病的な高メチル化が CEBP や PU.1
といった造血細胞において重要な転写因子が結合する DNA モチーフに集積していること
も AML 発症に影響しているかもしれない。 
TET 蛋白は DNA 修飾に加えて，O 結合型 β-N-アセチルグルコサミントランスフ
ェラーゼ (OGT) と会合することで，ヒストン修飾にも影響を及ぼすことも分かっている
[70-72]。したがって，DNA 脱メチル化の調節異常がヒトおよび Tet2 ノックアウトマウスで
発症する骨髄系腫瘍の発症機序であるか否かは議論の余地があった。本研究で Tet2/Tet3 両
欠損により生じた AML 細胞株の増殖が，ヒドロキシメチル化活性をもつ WT-TET2CD によ
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り抑制されたが，ヒドロキシメチル化活性を失った Mut-TET2CD では抑制されなかったこと
から，5-mC から 5-hmC へ変換するヒドロキシメチル化活性の低下が本モデルにおける主た
る白血病の発症メカニズムであると推察されたが，OGT との関連については今後さらに検
討を要すると考えられた。 




CRISPR/Cas9 を用いてヒト臍帯血 CD34 陽性細胞に TET2 変異を生じさせて，これを免疫不









まる可能性を示唆している。本研究では，Tet2/Tet3 欠失によって生じる激しい AML 様病態
が，脱メチル化薬である AZA により抑制されることを示した。この結果は，シトシンのヒ
ドロキシメチル化障害が高度に起きている MDS/AML 患者には脱メチル化薬が有効である
可能性を示唆する。また我々は，公共データベースの解析により， AML 患者において TET2
と TET3 の mRNA 発現が正の相関を示すことを見出した。このことは TET2 と TET3 の発現
がともに低下している AML 患者の存在を示唆している。MDS 患者において，約 10％の患
者は脱メチル化薬が著効し，MDS クローンの速やかな消失と正常造血の回復が認められる
ことが知られている[78]。我々のマウスはそのような一部の症例のモデルとなっている可能











enrich された転写因子における Chip-sequencing を行うことにより，メチル化と転写因子の










第 5 章	 結語 
本研究により，Tet2 と Tet3 の両欠損マウスは AML を発症させること，Tet2 また
は Tet3 単欠損のどちらとも異なるメチル化および遺伝子発現プロファイルを呈すること，
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